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METHODE DE DIAGNOSTIC PRENATAL SUR CELLULE FCETALE 
ISOLEE DU SANG MATERNEL 



La presente invention est relative a une nouvelle m6thode de diagnostic 
prenatal non-invasive mise en ceuvre a partir d'un echantillon de sang 
maternel. Ladite methode permet le diagnostic prenatal sur cellules 
foetales. 6pitheliales. non apoptotiques isolees du sang maternel apres leur 
enrichissement par filtration, leur analyse morphologique ou immunologique 
et genetique. Les avantages de cette methode sont en particulier son 
innocuit^ pour la mere ou le foetus et la tres grande sensibilite et specificite 
du diagnostic. Elle permet la detection precoce d'une anomalie genetique 
ou chromosomique du foetus, d'une pathologie genetique ou infectieuse 
(virale, bacterienne ou parasitaire) du foetus, d'un genotype precis, et en 
particulier du sexe genetique du foetus. 

Les m6thodes de diagnostic prenatal visent notamment a obtenir des 
informations genetiques sur un foetus ou un embryon. La recherche 
d'informations genetiques sur un foetus consiste, soit a identifier la 
presence d'un allele spScifique d'un gene donne ou d'une combinaison 
d'all^ies sur une sequence donn§e d'ADN foetal, soit a associer 
genetiquement un polymorphisme de TADN foetal a un allele particulier. 
Une des applications majeures du diagnostic prenatal genetique concerne 
la detection des anomalies congdnitales. 

Les methodes de diagnostic prenatal genetique utilis^es en clinique 
comprennent essentiellement des techniques invasives comme 
I'amniocent^se. le prelevement de villosites choriales, le prelevement de 
sang foetal ou les biopsies tissulaires. L'ensemble de ces techniques 
implique que des 6chantillons sont obtenus directement du foetus ou 
indirectement de structures ovulaires. Compte tenu du caractere tres invasif 
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de ces m6thodes. celles-ci sont susceptibles de complications pour la m6re 
ou le foetus. Parmi ces complications, on citera dans le cas de 
Tamniocentese. un risque d'infection. d'hemorragie foeto-maternelle avec 
une allo-immunisation possible, de pertes de liquide amniotiques ou de 
douleurs abdominales. Salon les etudes, le risque estime de fausse-couche 
apres un prelevement par amniocentese est de 0.2 a 2.1% superieur a 
celui d'un groupe controle. Par consequent, I'amniocentese n'est proposee 
qu'aux femmes chez qui le risque d'avoir un enfant avec un handicap 
genStique exc^de celui de ia fausse-couche iatrog^ne. 

Afin de limiter ['utilisation des techniques invasives de diagnostic prenatal 
presentant les risques de complications mentionnes ci-dessus et etant 
generalement desagreables et/ou source de stress pour la mfere, le 
developpement de nouvelles m^thodes non invasives constitue un enjeu 
majeur de Tobstetrique moderne. 

Les cellules foetales circulantes dans le sang maternel constituent en 
particulier une source de materiel genetique potentiellement utilisable pour 
le diagnostic prenatal g^n^tique (1 , 2). 

En effet, au cours de la grossesse. differents types cellulaires d'origine 
foetale traversent le placenta et circulent dans le sang maternel (1). Ces 
types cellulaires incluent les cellules lymphoides et erythroYdes, les 
pr^curseurs myeloYdes et les cellules epithSltales trophoblastiques 
(cytotrophoblastes et syncyciotrophoblastes). 

Des m^thodes d'analyse du genome de cellules foetales circulantes dans le 
sang maternel, en vue d'un diagnostic prenatal, sont d^crites dans T^tat de 
la technique mais celles-ci restent relativement limitees en terme de 
sensibility et de sp6cificit6 du diagnostic (3, 4. 5. 6). L'int6r§t du 
d6veloppem nt d*une m^thode de diagnostic prenatal non-invasive et 
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hautement specifique resulte dans la possibility de diminuer par un tei test 
la proportion de diagnostics invasifs indiqu6s chez les femmes enceintes et 
dont le r6sultat est finalement n6gatif. A titre d'exemple. dans le cas de la 
trisomie 21, qui concerne une femme sur 700. a Theure actuelle en France, 
un diagnostic prenatal n*est offert que si Tage de la nriere est egal a 38 ans 
tandis qu'un test de depistage biochimique capable de detecter 60% des 
trisomies 21 au prix d'un taux d'amniocentese de 5% est propose aux 
femmes plus jeunes. Cependant. encore 40% des cas de trisomie 21 ne 
sont pas detectes par les tests actuellement disponibles. La detection 
prenatale de la trisomie 21 sur cellules foetales isolees du plasma maternel 
eh utillsant la technique FISH a recemment et6 decrite. Cette approche est 
interessante mais les cellules foetales etant rares dans le plasma (1 sur 500 
A 1 sur '2000) et incluant souvent des cellules apoptotiques, un diagnostic 
fiable n^cessiterait la mise en ceuvre de la m6thode sur un tres grand 
nombre de cellules, rendant impossible une application en routine. De plus, 
les cellules foetales euploTdes ne peuvent Stre identifi^es par cette 
approche. 

Une des limitations de ces approches provient du fait que les cellules 
foetales circulantes dans le sang sont pr^sentes en trds faible 
concentration. Des etudes fondles sur la detection par PGR du 
chromosome Y sur des Schantillons de sang sans selection prealable ont 
permis d'dvaluer le nombre moyen de cellules foetales a environ 1 cellule 
par millllitre de 'sang (7). D'autre part, il a ^t^ montre que des cellules 
foetales d'origine myeloYde ou lymphoYde (CD34 ou CD38 positives) sont 
encore presentes dans le sang maternel jusqu'd 27 ans apres une 
grossesse ou une fausse-couche (8). Leur isolement ne s'associe done pas 
d la certitude qu'elles dSrivent de la grossesse en cours. On con90tt done 
aisement les difficult^s techniques de dSveioppement d'un diagnostic 
prenatal sur sang maternel utilisable en routine et la n^cessitS de 
concentrer les cellules foetales epith^liales (trophoblastiques) qui sont 
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detruites apres chaque grossesse et qui permettent d*analyser le genome 
foetal de la grossesse en cours. 

Plusieurs auteurs ont cependant propose d'ameliorer la sensibilite de la 
detection des cellules foetales dans le sang matemel par renrichissement 
de la population cellulaire contenue dans le sang maternel en cellules 
foetales ou par la separation des cellules foetales contenues dans le sang 
maternel (pour revue 1,2). 

En particulier. r6tat de la technique comprend Tenseignement de proc6des 
de separation des cellules foetales circulantes fondles sur leurs proprietes 
d'afftnite vis-^-vis de certains anticorps. 

II est par exemple decrit dans la demande de brevet WO 97/42503 
(BIOCOM S.A.) un proc6de d'immunos6paration magnetique de cellules 
foetales consistant ci fixer les cellules foetales sur des billes 
paramagn&tiques sur tesquelles ont ete fixes des anticorps diriges contre 
des anttgenes exprimes ^ la surface des cellules foetales. II est encore 
decrit dans le brevet WO90/06509 (Flinders Technologies Pty. Ltd) une 
m^thode d'isolement de cellules trophoblastiques pour le diagnostic 
prenatal S I'aide d'anticorps reconnaissant des antigenes exprimes a la 
surface des cellules trophoblastiques. Cependant, aucun anticorps 
sp6cifique exclusivement des cellules foetales n*a ete mis en Evidence d 
rheure actuelle. Ce point est important car le diagnostic prenatal doit etre 
effectue sur une population cellulaire foetale « pure ». 

A titre d'exemples de m6thodes d'enrichissement d'une population de 
cellules issues de sang matemel en cellules foetales, on citera en particulier 
les brevets US 5,714,325 (New England Medical Center Hospitals). US 
5,580,724 (Board of Regents, The University of Texas System), et US 
5,646,004 (Activated Cell Therapy, Inc.). 
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Le brevet US 5,714,325 enseigne une m6thode d'enrichissement en 
granulocytes foetaux par separation des granulocytes foetaux des cellules 
maternelles ^ Taide d'anticorps reconnaissant des antigenes exprinn6s ^ la 
surface des granulocytes foetaux, en particulier a Vaide de la combinaison 
d'un anticorps anti-CD71 (recepteur de la transferrine) et d*un anticorps 
antiglycophorine A. 

Le brevet US 5,580,724 decrit une autre methode d'enrichissement en 
cellules foetales d'une population de cellules issues de sang maternel par 
stimulation in vitro de la proliferation des cellules foetales ^ Taide de 
facteurs de croissance specifiques. 

Uenrichissement en cellules foetales peut aussi etre realise par 
centrifugation d*un echantillon de sang dans une solution avec gradient de 
densit6 (PERCOLL, FICOLL, albumine. sucrose ou dextran par exemple) 
comme decrit dans le brevet US 5.646,004. 

Cependant. 11 s'avere que ces protocoles comprenant plusieurs 6tapes 
d'isolement peuvent endommager les cellules foetales et donner lieu ^ des 
pertes cellulaires significatives. De plus, aucune des ces methodes ne 
permet un enrichissement de la population de cellules issues du sang 
maternel en cellules foetales qui soit suffisamment important pour envisager 
en routine, un diagnostic prenatal, specifique et sensible. La sensibility d'un 
diagnostic sur cellules foetales (et done sa fiabilite) est en fait directement 
correlee a la purete des preparations de cellules foetales utilisees pour ie 
diagnostic. Or, aucune des methodes d'enrichissement citees 
precedemment ne permettent Tobtention de populations de cellules foetales 
non apoptotiques et suffisamment pures, en particulier non exemptes de 
cellules d'orlglne maternelle. 
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II existe par consequent, un reel besoin de developper de nouvelles 
methodes de diagnostic non-invasives dont la sensibilite et la specificity du 
diagnostic seraient tres elevees. et de maniere preferee, proches de 100%. 

Au vu de I'etat de la technique et de la nature des cellules foetales 
circulantes dans le sang maternel, invention resulte de la constatation que 
seul un procede permettant une concentration suffisante en cellules 
foetales, associ6 ^ leur examen morphologique, et a Tanalyse gen^tique 
ciblee sur le genonne de cellules uniques, est susceptible de surmonter les 
inconv6nients des methodes existantes. 

Un procede de separation des cellules epith§liales pathog6niques 
circulantes dans le sang, et en particulier des cellules tumorales par 
filtration d'un 6chantillon de liquide biologique. est decrit dans la demande 
de brevet FR 2 782 730. Celui-ci est base sur la constatation que la taille 
des cellules epitheliales circulantes est superieure d celle des cellules 
leucocytaires. Vona et a/. (9) ont utilis6 ce procede de filtration pour 
detecter et identifier differentes lignees cellulaires canc6reuses nn6lang6es 
en tres faible concentration dans un ^chantillon de sang (1 a 3 cellules par 
millilitre de sang) ainsi que des cellules tumorales isol^es de patients 
atteints de cancer du foie. 

Les inventeurs ont maintenant montre qu'il est possible de combiner la 
m^thode de filtration des cellules decrites par Vona et aL, Tanalyse 
immunologique ou cytologique des cellules retenues par filtration et une 
m^thode d'analyse gen^tique ciblee sur des cellules individuelles pour 
obtenir un enrichissement suffisant des cellules d'origine foetale et la mise 
en oeuvre d'un diagnostic prenatal sur le genome de cellules foetales 
individuelles Isoldes du sang maternel et dont I'origine foetale est clairement 
demontr6e. En particulier. la presente invention permet d'enrichir une 
population de cellules Issues du sang mat mel en cellules foetales 
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epitheliales d'un facteur superieur d six millions. II est en effet possible de 
detecter par la methode de Tinvention. de 1 a 7 cellules fcetales pour 2 ml 
de sang maternel analyse. Compte tenu de ces donnees, on peut done en 
conclure que le procede de Tinvention permet d'isoler la quasi-totalite des 
cellules fcetales presentes dans le sang maternel. En outre, apres filtration 
et collecte des cellules par microdissection, les inventeurs ont montre qu'il 
est possible d'observer deux types cellulaires caracteristiques, Tun 
mononucl6e de type cytotrophoblaste d'un diametre compris entre 14 et 20 
Mm environ et Tautre plurinucle6 de type syncytiotrophoblaste d'un diametre 
d'environ 44-47 pm ou plus. 

Une etude menee sur 13 femmes a 11-12 semaines de grossesse. a 
demontr6 qu'il est possible de diagnostiquer le sexe masculin des foetus 
par Tanalyse de 2 millilitres de sang maternel via la detection de sequences 
specifiques du chromosome Y dans le genome de cellules uniques 
microdissequees. II a en outre ete montre qu'il est possible de determiner 
par alldlotypage, I'origine foetale ou maternelle de ces memes cellules 
isolees. 

Ainsi, la presente invention decoule, en partie, de la decouverte que les 
cellules fcetales peuvent etre concentrees par la mise en oeuvre du procede 
de filtration tel que decrit dans la demande FR 2 782 730. Uinvention 
decoule aussi en partie de la demonstration que Tanaiyse morphologique 
des cellules retenues sur le filtre permet d'etablir une presomption sur 
rorigine foetale ou maternelle de ces cellules et leur analyse genStique 
permet la demonstration de leur origine foetale ou maternelle. En particulier, 
elle demontre qu'un diagnostic prenatal peut §tre realise sur un genome 
fcetal pur, obtenu par microdissection de cellules uniques. Enfin, Tinvention 
decoule de la demonstration que la methode de diagnostic prj&natal peut 
etre mise en oeuvre e une periode precoce de la grossesse et sur un 
volume limite de sang maternel preieve. 
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Par « Diagnostic prenatal », il faut comprendre a la fois la recherche d'un 
caracteristique particuliere du foetus (par exemple le sexe) ou encore la 
recherche d*une anomalie gen6tique ou de tout type de pathologie 
genetique (alteration de TADN). infectieuse (virale, bacterienne ou 
parasitaire) ou metabolique (alteration de la synthese des ARN messagers 
et/ou des proteines) pouvant etre detecte a partir de ('analyse genetique 
des cellules fcetales isolees. 

Ainsi. selon les modes de realisation de I'invention choisis, le diagnostic 
prenatal consiste a rechercher une anomalie genetique ou chromosomique 
sur TADN d*une cellule foetale, une pathologie genetique ou infectieuse 
(virale. bacterienne ou parasitaire), ou, un genotype precis, et en particulier 
le sexe genetique du foetus. 

Par « M6thode peu invasive ou non invasive» . il faut comprendre une 
methode qui n'implique pas de prelevement de tissus ou cellules fcetales 
par biopsie et/ou effraction de la barriere placentaire. 

Ainsi, invention porte sur une methode de diagnostic prenatal sur cellules 
fcetales Isoldes du sang maternel comprenant les stapes suivantes : 

a) la filtration d'un ^chantillon de sang maternel pur ou dliud, de fa^on d 
concentrer sur un filtre selon leur taille certaines cellules circulantes et 
en particulier des cellules d'origine foetale; 

b) Tanalyse des cellules retenues sur le filtre afin d'obtenir une 
presomption ou une identification de leur origine foetale ou matemelle ; 
et identification de leur nature ^pitheliale, 

c) la demonstration de Torigine foetale de certaines cellules enrichies par 
analyse genetique de cellules isolees individuellement. 
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d) la rech rche d'anomalies genetiques ciblee specifiquement aux 
genomes cellulaires analyses individuellement et dont rorigine foetale 
a ete demontr6e. 

Le diagnostic prenatal, pour etre fiable, doit gtre realist sur un genonne 
foetal pur. Le terme « presomption » ou « pr§sumee » d Tetape (b) indique 
done la forte probabilite d'etre en presence d'une cellule d'origine foetale. 

Lors de Tetape (c). Tanalyse est realisee de pr^f^rence par analyse 
genetique d Taide de marqueurs specifiques des genomes foetaux, comme 
cela est expliqu§ en detail plus loin. 

La ou les caracteristique(s) des cellules fcetales susceptibles d'etre 
recherchee(s) dans Tetape (d) peuvent etre soit une anomalie genetique ou 
chromosomique du foetus, soit un g6notype particulier de ce dernier. 

La recherche de cette caractSristique particuliere est, de maniere prefSree, 
realisee par analyse genetique sur cellules uniques dont I'origine foetale est 
prealablement demontree. 

Pour les besoins du diagnostic prenatal selon I'invention, un 6chantillon de 
sang est pr^levS de la femme enceinte. Dans un mode de realisation 
particulier de invention, un ^chantillon de sang maternel est pr^levd 
precocement au cours de la grossesse (par exemple autour de la 
cinqui^me semaine de grossesse). Cependant, le pr§levement de 
r^chantiilon de sang maternel et la methode de diagnostic selon Tinvention 
peuvent dtre realises d tout moment, du d^but jusqu'd la fin de la 
grossesse. Dans un mode de realisation prefer^ de I'invention, le 
preievement et la methode de diagnostic sont realises entre la et la 
15^"^^ semaine de grossesse. Dans un autre mode de realisation, le 
preievement et la methode de diagnostic sont realises entre la 10*™ et la 
15^^ semaine de grossesse. On preievera generalement entre 3 et 20 
millilitres de sang maternel, de preference entre 5 et 10 millilitres. Si, pour 
des raisons pratiques, on preieve entre 3 et 20 millilitres d sang maternel, 
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il faut bien comprendre que I'analyse ult§rieure des cellules foetales isolees 
d6crite ci-apres, peut etre r6alisee sur un volume d'echantillon de sang 
prelev6 plus Iimit6, par exemple compris entre 1 et 10 miliilitres, de 
preference entre 2 et 5 miliilitres. Afin d^augmenter la sensibilite du 
diagnostic, il est possible de realiser plusieurs pr6l§vements independants 
afin de repeter le diagnostic sur differents echantillons independants. En 
outre, dans un mode de realisation pr6fere de Tinvention. il est possible de 
pr6lever en parallele un echantillon de sang chez le pere, et un echantillon 
de cellules chez la mere, par exemple par prelevement de cellules buccales 
par « scraping » ou de sang avant la grossesse, et de realiser d partir du 
materiel preleve, une recherche de marqueurs specifiques du genome 
paternel et du g§nome maternel. Cette etude parall&ie permet d 'identifier 
des marqueurs g^nStiques specifiques du pere et de la mere, qui pourront 
gtre utilises pour d^montrer l*orlgine foetale des cellules isolees par filtration 
selon le mode de realisation decrit plus loin. 

Uinvention resulte notamment de Tobservation que les cellules foetales 
epith^liaies circulantes dans le sang ont un diametre sup^rieur aux cellules 
leucocytaires et erythrocytaires maternelles et peuvent etre isolees selon > 
des proc^d^s de filtration adapt^s de ceux dScrlts pour Tisolement de 
cellules pathogeniques circulantes dans le sang tels que ceux decrits dans 
la demande de brevet FR 2782730. 

Ainsi, selon la m^thode de Tinventidn, r§chantillon de. sang preleve est filtr^ 
de fagon a concentrer sur le filtre, selon leur taille, certaines cellules 
circulantes d'orlgine foetale ou maternejle et les separer ainsi des cellules 
sanguines, en particulier des leucocytes matemels. 

Pr6alablement d I'etape (a) de filtration, tout precede permettant 
Tenrichissement de la population cellulaire issue de I'echantillon de sang, 
en cellules d'origine foetale peut etr mis n oeuvre. Dans un forme de 
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realisation de Tinvention, un enrichissement de la population en cellules 
fcetales est realise par le tri des cellules en fonction de I'expression de 
marqueurs de surfaces exprimes par les cellules fcetales pour diminuer la 
proportion de cellules d'origine maternelle. Les techniques de tri des 
cellules sont par exemple le FACS, le tri sur colonne d*immunoaffinit6 ou 
immunomagnetique (MACS) ou toute technique susceptible d'obtenir un 
enrichissement d'un type cellutaire sur la base de caracteristiques 
physiques (densite) ou structurelies (antigenes specifiques notamment). 

Afin de faciliter la filtration, dans un mode de mise en oeuvre particulier. on 
procede avant I'etape de filtration a la dilution de Techantillon de sang dans 
une solution de filtration, ladite solution de filtration consistant en un reactif 
de fixation des cellules nucleees et/ou de lyse des globules rouges. Un 
exemple de solution de filtration comprend un detergent capable de 
degrader la membrane des globules rouges, tel que la saponine, et un 
fixateur capable de stabiliser la membrane des cellules nucleees tel que le 
formaldehyde. 

Dans uh mode de mise en oeuvre pr6f§re, r6chantillon de sang maternel 
est dilue de 10 a 100 fois environ dans la solution de filtration. 

La filtration de I'echantillon de sang maternel pur ou dilue est realisSe ci 
Taide d'un filtre poreux permettant de s^parer les cellules selon leur taille. 
La porosity du filtre est choisie de maniSre a laisser passer les elements 
figur6s du sang, notamment les erythrocytes, les plaquettes et les 
leucocytes maternels et a retenir certaines cellules nucleees et en 
particulier des cellules larges (epitheliales ou prdcurseurs 
h^matopoietiques) d'origine matemelle et foetale. 

Avantageusement, on utilise un filtre de porosit6 comprise entre 6 et 15 pm 
et d'une densite adaptee selon la porosite choisie et apte ^ retenir les 
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cellules tout en evitant le colmatage de celles-ci lors de la filtration. De 
preference, le filtre presente des pores sensiblement cylindriques d'un 
diam^tre d 'environ 8 pm et de density comprise entre 5.10^ et 5.10^ 
pores/cm^. De maniere encore preferee, le filtre utilise est calibre de fagon 
a ce que I'ensemble des pores presente un diametre sensiblement 
identique. Un exemple de filtre utilisable dans le precede de Tinvention est 
une membrane filtrante calibree de polycarbonate de type « Track-Etched 
membrane » d'une densite de pores de 1x10^ pores/cm^ d'une epaisseur 
de 12|im et d'une taille des pores de SjLim, telle que celle commercialisee 
par Whatman®. 

Les cellules retenues sur le filtre peuvent etre observees sous microscope, 
par exemple apres coloration ^ i'hematoxyline et I'eosine de maniere ^ 
analyser leur morphoiogie. Leur nature epitheliale peut §tre identifiee, a titre 
d'exemple, par immunomarquage avec un antlcorps anti-cytokeratines 
(type KLi). II est d ce stade possible d'envisager de reconnaitre sur la base 
de caract^res morphologiques les cellules d'origine fcetale et en particulier, 
les cellules cytotrophoblastiques. mononuclS^es, prSsentant un grand 
noyau, une chromatlne condensSe et uh cytoplasme reduit, d'un diametre 
compris entre 14 et 20 pm et les cellules syncytiotrophoblastiques d'un plus 
grand diametre (44-47 (jm ou plus) et plurinucleees. 

L'analyse g6n6tique des cellules retenues sur le filtre permet d'obtenir des 
indications sur Torigine fcetale ou maternelle de chacune de ces cellules. 
En particulier, en vue d'un diagnostic sensible et specifique, I'etape de 
filtration sera r6p6t6e si aucune cellule presum6e d'origine foetale n'est 
observee sur le filtre apr^s une premiere filtration. Selon les modes de 
realisation, l'analyse gSnStique sera etablie sur I'ensemble des cellules 
retenues sur le filtre et comprenant certaines cellules dont rorigine foetale 
est presumee, ou sur le genome de cellules isolees individuellement. 
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Dans un mode de mise en oeuvre particulier. on proc6de a Tanalyse de 
presonnption de Torigine foetale ou maternelle des cellules retenues sur le 
filtre par la recherche de la presence de marqueur(s) immunologique(s) ou 
cytologique(s) caracteristique(s) des cellules fcetales. 

On entend par marqueur innmunologique caracteristique des cellules 
fcetales tout antigene ou combinaison d'antig6nes dont Texpression est 
significativement differente entre les cellules fcetales et les cellules 
maternelles, et qui peut etre detectee a Taide d'un anticorps ou d*une 
combinaison d'anticorps dirig6s specifiquement centre ledit antigene ou 
combinaison d'antigenes. Des exemples de tels marqueurs 
immunologiques sont en particulier les antigenes associes aux cellules 
trophoblastiques decrits dans la demande de brevet WO 90/06509. La 
recherche de la presence de marqueurs immunologiques caracteristiques 
des cellules fcetales consiste par exemple : 

- en la mise en contact des cellules contenues dans rechantillon de sang 
maternel avec au motns un anticorps dirige contra un antigene 
caracteristique des cellules fcetales ; et, 

- la determination sur les cellules retenues sur le filtre d'une liaison 
sp6cifique dudit anticorps avec un antigene exprime a la surface 
desdites cellules. 

ladite mise en contact des cellules avec {'anticorps pouvant &tre realisee 
avant ou apr§s I'^tape de filtration. Les anticorps choisis peuvent dtre 
du type polyclonal ou monoclonal. 

Un exemple d'antig^ne caracteristique des cellules fcetales est Tantigene 
de la phosphatase aicaiine placentaire. 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, on peut proc6der a Tanalyse de 
presomption de I'origine foetal des cellules par la determination de 
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marqueurs cytologiques specifiques des cellules cytotrophoblastiques et/ou 
syncyciotrophoblastiques. Las marqueurs cytologiques utilisables 
comprennent Tensemble des caracteristiques cytologiques des cellules 
foetales permettant de les differencier des autres types de cellules 
circulantes susceptibles d'etre retenues sur le filtre, en particulier, la taille 
des cellules, la forme des cellules, la presence et la taille d'organites 
particuliers, la taille et le nombre de noyau, la structure de la chromatine. 
etc ou toutes combinaisons particuii^res .de ces caracteristiques 
cytologiques. Les caracteres cytologiques peuvent etre observes par 
coloration des cellules ci Taide de colorants classtquement utilises en 
cytologie. en particulier Thematoxyline-eosine et par Tobsen/ation des 
cellules marquees en microscopie optlque. 

Pour la recherche d'une anomalie chromosomique ou du sexe du fcetus, 
dans un mode de mise en oeuvre particulier, on procede a Thybridation in 
situ de sondes specifiques de Tanomalie chromosomique ou du sexe d 
dStecter, sur le genome des cellules retenues sur le filtre, et d la recherche 
d*une hybridation sp^cifique sur le genome des cellules dont rorigine 
foetale est prSsumee. Des sondes specifiques d'une sequence 
chromosomique peuvent notamment etre des sondes d'ADN ou de type 
PNA (peptid nucleic acid) (11). Un exemple de technique d'hybrldation in 
situ est connu sous le nom de la m6thode FISH (Fluorescence In Situ 
Hybridization) (10). mais toute methode connue de Thomme du metier 
permettant de d6tecter sur le genome d'une cellule une anomalie 
chromosomique ou les chromosomes sexuels d I'aide de sondes 
specifiques, peut §tre utilis^e dans le cadre de la m6thode de I'invention. 

Citons d titre d'exemples d'anomalies chromosomiques pouvant dtre 
dStect^es, la trisomie 13, la trisomie 18, la trisomie 21, le syndrome de 
Turner, le syndrome Penta X, le syndrome XYY ou le syndrome de 
Klinefelter. 
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Dans un autre mode de realisation particulierement prefere de Tinvention, 
apres Tanalyse de presomption de Torigine fcetale ou maternelle des 
cellules, les cellules dont Torigine foetale est pr6sumee sont collectees 
individuellement. Par collecte individuelle des cellules, il faut comprendre 
toute methode qui pernnet de collecter une cellule individuelle specifique 
retenue sur le filtre en vue de son analyse ulterieure independamment des 
autres cellules retenues sur le filtre. Dans un mode de realisation prefere, 
des cellules retenues sur le filtre sont collectees individuellement par 
microdissection. La collecte individuelle d'une cellule par microdissection 
consiste d dScouper au laser la partie de la membrane filtrante sur laquelle 
est retenue une cellule, ou a decoller la cellule du filtre a I'aide du laser, 
puis ^ recupSrer la cellule unique collectSe dans un tube approprie. Celle-ci 
est alors apte ei subir les differentes analyses permettant le diagnostic 
prenatal telles qu'expos^es plus loin. 

La collecte individuelle des cellules permet de cibler avantageusement 
Tanalyse genettque sur le g6nome d'une cellule unique. Elle pemiet en 
outre de rSaliser la recherche d'une anomalie g^netique ou chromosomique 
du foetus ou d'un genotype particulier de celul-ci sur le g§nome d'une 
cellule unique dont Torigine fcetale a ete prealablement demontr^e par 
analyse g^netlque. Ainsi, par ce mode de realisation de Tinvention, on 
obtient de mani^re avantageuse du materiel gSn^tique pur, c'est a dire, 
derive d'une cellule unique, et utilisable d la fois pour la demonstration de 
Torigine foetale de la cellule analysSe puis pour la recherche eventuelle 
d'une anomalie gSnStique ou d'une caracteristique de celle-ci, ou d'un 
genotype particulier. 

Tout type de methode d'analyse g^netique peut etre utilise pour demontrer 
I'origine foetale ou maternelle d'une cellule unique collect^e ou proc^der d 
la recherche d'anomalies gSnetiques du fcetus ou d'un genotype particulier 
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de celui-ci d6s lors que ces methodes sont suffisamment sensibles pour 
identifier sur une cellule unique le ou les caracteres recherches. 

Une m6thode d'analyse preferee pour la demonstration de Torigine foetale 
est Tanalyse par allelotypage de I'ADN des cellules collect6es. en 
particuiier par ridentification de marqueurs microsatellites specifiques de 
(I'ADN paternel et maternel. 

II est par consequent possible de realiser 

- la demonstration de Torigine foetale ou maternelle des cellules, puis . 

- le diagnostic prenatal par la recherche d'anomalies gSnetiques ou 
chromosomiques du foetus ou d'un genotype particuiier de celui-ci, 

par ridentification sur une preparation d*ADN d6rivee d'une cellule unique 
collectee, d'un ou plusieurs marqueur(s)/cible(s) genetique(s) ou de 
polymorphisme ou d'une combinaison de ces marqueurs/cibles, ou d'un 
dosage all^lique particuiier de ces marqueurs ou d'une cible genetique. 

Dans le texte qui suit, on preferera le terme « cible genetique » pour faire 
reference ei la caract^ristique g^n^tique recherch^e, y compris le 
polymorphisme, dans le cadre du diagnostic prenatal et le terme 
« marqueur » pour faire r6f6rence aux Elements permettant la 
demonstration de Torigine foetale ou maternelle des cellules analysees. 

On entend par cible genetique, toute caract6ristique genetique. par 
exempte une mutation particuliere d'un gene, associee specifiquement ei un 
phenotype ou S une pathologie genetique ou infectieuse du foetus. 

Par marqueur de polymorphisme, il faut comprendre toute caracteristique 
identifiable sur I'ADN dont la presence est correlee d un genotype 
particuiier. Ces marqueurs permettent de distinguer I'ADN paternel de 
I'ADN maternel et done de demontrer la composition bi-patentale de I'ADN 
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foetal. On peut citer par exemple les marqueurs de polymorphisme de 
longueur de fragments de restriction (RFLP), les marqueurs SNP (Single 
Nucleotide Polymorphism), les marqueurs micro-satellites, les marqueurs 
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) ou STR (Short Tandem 
Repeats). 

Les marqueurs micro-satellites sont particuli6rement pr6feres pour la 
caracterisation des cellules et la mise en oeuvre du diagnostic prenatal. 
Dans un mode de realisation de I'invention. au moins un marqueur de 
polymorphisme a identifier est un marqueur microsatellite, un marqueur 
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) ou un marqueur STR (Short 
Tandem Repeats). Ceux-ci pr6sentent en effet I'avantage d'etre 
identifiables par Tamplification ^ I'aide d'amorces sp^cifiques. Les 
marqueurs micro-satellites. VNTR ou STR. sont composes de repetitions 
en tandem, le plus souvent de motifs polyCA/GT. Les variations alleliques, 
dues A la variation du nombre des repetitions, sont aisement detect^es par 
amplification de type PGR, grace a I'utilisation d*amorces correspondant 
aux sequences uniques flanquant le microsatellite. Une carte physique de 
ces marqueurs microsatellites et la sequence de leurs amorces associees 
sont dScrits par Dib ef a/. (12). Par cette m^thodologie. la mise en evidence 
d'une contribution biparentale au genotype des cellules analysees permet 
d'^tablir de mani§re certaine Torigine fcetale des cellules analysees. En 
outre, la presence de marqueurs microsatellites particuliers peut §tre 
spSclflquement recherch^e, notamment en tant que cibie g^ndtique. pour le 
diagnostic prenatal, notamment pour le diagnostic d'alt^rations 
chromosomiques particuli^res. 

Afin de demontrer Torigine foetale ou maternelle d'une cellule unique 
collectee, dans un mode de mise en oeuvre particulier, on procede a la 
recherche d'un marqueur ou d'une comblnaison de marqueurs ou d'un 
dosage allelique de ces marqueurs se distinguant de ceux du genome de 
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cellules maternelles. en particulier par la recherche sur le genome de ladite 
cellule collect6e, d'un marqueur ou d'une combinaison de marqueurs 
sp6cifique de I'ADN de cellules paternelles. Leur presence est 
necessairement la signature d une origine foetale de la cellule en cause. 

Dans le cas ou le sexe du foetus est connu et de sexe masculin, un 
marqueur specifique de TADN des cellules foetales peut §tre un marqueur 
g^netique specifique du chromosome Y ou une combinaison de tels 
marqueurs. 

Avantageusement, prealablement a la demonstration de I'origine foetale ou 
maternelle d'une cellule collectee et/ou a la recherche d'une anomalie 
genetique ou chromosomique du foetus ou d'un genotype particulier de 
celui-ci. ladite cellule collect§e est lysee et {'ensemble de son genome est 
pre-amplifie, par exemple ^ I'aide d'amorces gen6riques couvrant toutes les 
sequences possibles selon les methodes connues de preamplification par 
extension d'amorces (PEP, Primer Extension Preamplification) (13) ou 
encore la methode DOP-PCR. Ces methodes permettent d'amplifier la 
totalite du genome d'une seule cellule. La preparation d'ADN pre-amplifi6 
ainsi obtenue et derivee de TADN d'une cellule unique peut alors etre 
purifi^e et utilis^e en tant que materiel g^n^tique pour la detection 
specifique de marqueurs genetiques ou de polymorphisme et/ou la 
detection d'une cible genetique. 

De maniere preferee, on precede a la demonstration de i'origine fcetale ou 
maternelle d'une cellule collectee par Tamplification de marqueurs 
genetiques ou de polymorphisme ou d'une combinaison de ces marqueurs, 
e partir de la preparation d'ADN pre-amplifie derivee de I'ADN d'une cellule 
unique. Les marqueurs genetiques capables de mettre en evidence la 
contribution bi-parentale e I'ADN foetal sont identifies par {'analyse 
preaiable de I'ADN patemel et maternel. On peut proced r e la r ch rche 
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d'une cible genetique en vue du diagnostic prenatal a partir de la nneme 
preparation d'ADN pre-amplifiee deriv6e de TADN d'une cellule unique par 
ramplification d'une ou plusieurs sequence(s) portant la ou les cible(s) 
g6netique(s) recherchee(s). Toute technique permettant ramplification 
specifique d'un acide nucl6ique donne peut etre utilisee dans le procede de 
I'invention. Citons a titre d'exemple la m^thode d'amplification PGR 
(Polymerase Chain Reaction) ou les methodes d'amplification isotherme 
telles que la TMA (transcription mediated amplification), la NASBA (nucleic 
acid sequence based amplification), la 3SR (self sustained sequence 
replication) ou ramplification par d^placement de brin (strand displacement 
amplification). 

Les methodes d'amplification et en particulier, la methode PGR, sont 
suffisamment sensibles pour etre mises en oeuvre a partir de moins d'un 
cinquieme de la preparation d'ADN pr§-amplifi§. Par consequent, chaque 
preparation d'ADN pr6-amplifi6 d'une cellule collectee peut etre utilisee 
pour I'ampiification de cinq marqueurs ou cibles genetiques differents au 
moins. 

En particulier, les amplifications r§alis6es permettent la detection de 
marqueurs microsatellites. A titre d'illustration, il est pr^sent^, en exemple, 
la detection de marqueurs microsatellites pour la demonstration de rorigtne 
foetale de cellules isolees selon le proc6d6 de invention par amplification 
PGR des preparations d'ADN pr6amplifi6. L'amplification PGR permet aussi 
de detecter des cibles g§n6tiques, et notamment des mutations ponctuelles 
ou de type deletions, ou micro-d6l6tions associ^es a un caract^re 
g6n6tique ou d une pathologie specifique. Les sequences susceptibles de 
porter la deletion sont amplifi6es et les produits d'amplification sont s^par^s 
selon leur taille, par exemple par 6lectrophor6se. La presence de deletions 
est detect6e par la presence d'un produit d'amplification de taille infSrieure 
aux produits d'amplification ne portant pas de deletion. 
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Les produits d'amplifications peuvent aussi etre sequences, en particulier 
pour caracteriser de mani^re precise les marqueurs ou les cibles 
genetiques recherches et notamment les mutations ou genotypes 
recherches en vue d*un diagnostic prenatal. Ainsi, dans un mode de 
realisation particulier, on precede a la demonstration de Torigine foetale ou 
maternelle d'une cellule collectee et/ou au diagnostic prenatal, notamment 
a la recherche d'une anomalie gen6tique ou chromosomique du foetus ou 
d'un genotype particulier de celui-ci par le sequen9age des marqueurs ou 
cibles genetiques amplifies. A titre d'exemple, il est possible de detecter par 
la methode de Tinvention. certaines mutations du gene CFTR associees au 
diagnostic de la mucoviscidose telle que la microdejetion AF 508 du gene 
CFTR. 

II est encore possible de diagnostiquer la trisomte 21 par Tamplification 
PGR de marqueurs VNTR du chromosome 21 tels que les marqueurs 
D21S1414 et D21S1411 et le dosage allSlique de ces marqueurs. 

Dans un autre mode de mise en oeuvre de la m6thode de Tinvention. on 
procdde ^ la demonstration de I'origine fcetale ou maternelle d'une cellule 
collectee indlviduellement puis au diagnostic prenatal, notamment a la 
recherche d'une anomalie genettque ou chromosomique du foetus ou d'un 
genotype particulier de celui-ci par I'hybridation de tout ou partie de la 
preparation d'ADN pre-amplifie avec des sondes d'ADN spScifiques. Les 
sondes d'ADN sont choisies de maniere d s'hybrider sp^ctfiquement sur les 
cibles genetiques ou de polymorphismes pour leur identification pu sur les 
sequences portant les ctble(s) genetique(s) ^ rechercher. Uhybridation des 
sondes sur les cibles genetiques peut etre detectee selon les techniques 
classiques de detection des complexes d'hybridation d'acides nucieiques 
de type slot blot, Southern blot ou avantageusement aujourd'hui par des 
puces ^ ADN ou micro-reseaux ou macro-reseaux (14). Des sondes 
moieculaires peuvent par exemple etre choisies pour la detection 
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specifique de la fibrose cystique. des dystrophies musculaires. d la 
maladie de Gaucher, des hemoglobinopathies, de rh6mophilie, des 
phenylcetonuries ou de la mucoviscidose. 

Ainsi, dans un mode de realisation de {'invention, les sondes d'ADN 
specifiques des cibles genetiques a identifier sont fixees sur un support 
formant une puce a ADN ou micro-r6seaux ou macro-reseaux. La 
preparation d'ADN pre-amplifie est par exemple marquee a Taide d'un 
marqueur radioactif ou fluorescent, et mise en contact avec la puce ADN 
ou micro-reseaux ou macro-r6seaux comportant les sondes specifiques. 
L'intensite d'hybridation est mesuree pour chaque spot contenant une 
sonde sp6cifique, determinant ainsi avec une grande sensibilite la presence 
des marqueurs recherches sur I'ADN d'une cellule collect^e. 

Le choix des des cibles genetiques depend bien sur du genotype a 
rechercher. Des exemples de cibles g6h6tiques utilisables selon les 
diagnostics prenatals sont decrits dans Tetat de la technique. 

Une methode alternative pour determiner des anomalies chromosomiques 
et notamment des gains et pertes de chromosomes en vue d'un diagnostic 
prenatal est la methode d'hybridation genomique comparative (CGH). 
consistant (i) a comparer Thybridation sur une preparation chromosomique, 
cosmidique ou sur une puce d ADN, d'une preparation d'ADN pre-amplifie 
derivee du genome d'une cellule unique collectee apres filtration selon le 
precede, et d'une preparation d'ADN pre-amplifie issue de cellules d'origine 
maternelle ou de cellules de reference non fcetales, les deux preparations 
ayant ete marquees ^ Taide de marqueurs differents et (ii) d identifier les 
differences d'hybridation entre TADN de la cellule collectee apres filtration 
et I'ADN maternel (16). Ainsi, dans un mode de realisation de I'invention, on 
precede au diagnostic prenatal par une methode d'hybridation genomique 
comparative (CGH) d'une preparation d'ADN pre-amplifie issue de I'ADN 
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d'une cellule unique collect6e et dont Torigine fcetale est demontree. et 
d'une preparation d'ADN pre-amplifi6 de cellules d'origine matemelle ou de 
cellules de reference non fcetales. 

Un autre aspect de Tinvention concerne une methode d'obtention d'une 
population de cellules fcetales deriv^es d'une population de cellules Isolde 
du sang matemel et concentree en cellules d'origine fcetale, ledit precede 
comprenant les etapes suivantes : 

a) La filtration d'un echantillon de sang pur ou dilue, preleve d'une femme 
enceinte, de fapon a concentrer sur un filtre selon leur taille certaines 
cellules circulantes et en particulier les cellules d'origine fcetale ; et 

b) la remise en culture des cellules retenues sur le filtre pour i'obtentlon 
d'une culture de cellules concentr^es en cellules fcetales. 

Le precede d§crit ci-dessus r6sulte de la constatation par les inventeurs 
que, de fapon inattendue, le precede de Tinvention pemnet de concentrer de 
mani^re particulierement importante, une population de cellules Isoldes du 
sang maternel en cellules d'origine fcetale. Elle resulte en outre de la 
constatation que les cellules peuvent etre filtr^es m§me sans fixation 
prdalable, c'est-d-dire avec viabilite consen/ee. 

En outre, d partir des populations de cellules obtenues par le precede ci- 
dessus, il est possible d'obtenir des cultures pures de cellules fcetales 
selon les techniques de clonage et d'expansion connues de Thomme du 
metier. Les populations pures ou enrichies en cellules fcetales obtenues par 
le proc6d§ trouvent leurs applications en particulier dans la preparation 
d'un produit de therapie cellulaire comprenant tesdites cellules fcetales ou 
des cellules issues de leur differenciation. 
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Uensemble des methodes decrites ci-dessus reposent sur Texistence et la 
mise au point d'un dispositif specifique nomme ISET (acronyme anglais 
pour Isolation by Size of Epithelial Tumor Cells) et decrit dans EP 0513 139 
et comprenant sur un bati : 

- un filtre poreux apte a retenir certaines cellules circulantes selon leur 
taille, monte entre deux dispositifs de serrage, respectivement en amont 
et en aval du sens de filtration, et destine d rstanch^ite de la filtration. 

- le bloc amont comprenant des moyens de stockage et/ou de pr6- 
traitement des echantillons d analyser, 

- le bloc aval comprenant des perforations en regard des moyens de 
stockage pour collecter les d6chets. 

- des moyens de filtration forc^e. 

Ainsi, rinvention porte sur ['adaptation et rutilisation d'un dispositif de ce 
type a la filtration de cellules fcetales presentes dans le sang maternel. 

Par adaptation et utilisation, on entend : 

- rincorporation dans le dispositif d*un filtre de porosite, de preference 
calibr§, apte d retenir les cellules d'un diamStre moyen sup^rieur ^ 
8 pm, et mieux, superteur d 10 pm, de preference superieur a 15 pm. 
Un filtre de porosity moyenne de 8 pm a 6t6 d^montr^ comme 
r^pondant d ces caracteristiques recherchees ; 

- Tadaptation de la densite des pores sur le filtre, en fonction de taille des 
pores afin d'optimiser la capacity de filtration, 

- radaptation de la pression appliqu6e sur les moyens de filtration d la 
conservation de Tint^grit^ physique des cellules fcetales recherchees ; 

- radaptation du milieu de dilution de I'^chantillon de sang maternel ^ la 
conservation de rint^grite et de la viability des cellules recherchees. 
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Uinvention porte plus particulierement sur Tutilisation d*un dispositif de 
filtration de type ISET, pour risolement de cellules foetales du sang 
maternel et comportant un filtre de porosite moyenne comprise entre 6|jm 
et 15 pm, et de preference d'environ 8 pm. 

Elle porte aussi sur rutilisation d'un dispositif de type ISET dans lequel le 
filtre pr6sente des pores d'un diametre d'environ 8 urn et une densite de 
pores comprise entre 5. 1 0"* et 5. 1 0^. 

Elle porte enfin sur Tutilisation d'un dispositif de filtration de type ISET dans 
lequel la pression de filtration appliquee est comprise entre 0,05 bars et 0,8 
bars, et de preference environ 0,1 bars. 

Les exemples ci-apres et les figures qui suivent illustrent un mode de 
realisation de la methode de diagnostic prenatal et son application a la 
detection du sexe foetal. Us en demontrent en outre sa sensibilite et sa 
specificite. 

Plus precisement, dans Texemple qui suit, la m6thode de diagnostic a ete 
mise en oeuvre sur les cellules isolees du sang de 13 femmes enceintes. 
La m6thode mise en oeuvre comprend la d6tection des cellules foetales par 
leur analyse morphologique et des marqueurs specifiques du sexe 
masculin (amorces d'amplification des sequences du chromosome Y). Elle 
comprend en outre la demonstration de Torigine foetale des cellules 
retenues sur le filtre par allelotypage au moyen de Tamplification PGR de 
marqueurs microsatellites. Les resultats montrent que la methode de 
diagnostic est particulierement sensible puisque, chez les m^res portant 
des foetus de sexe feminin, 100% des cellules sont negatives au test du 
chromosome Y. De plus. Tanalyse de marqueurs microsatellites specifiques 
(STR, ou Short Tandem Repeats) sur 1 1 cellules isolees rev6lent que 6 
d'entre elles ont un profil de type « cellules foetales » t 5 ont un profit 
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« maternel ». Ces resultats sont en accord avec les r6sultats obtenus sur la 
detection du chromosome Y. lis constituent la preuve moleculaire que le 
test pernnet, en parallele, la detection specifique de cellules fcetales et la 
realisation d'un diagnostic prenatal particulierement sensible et specifique. 

Bien entendu, cet exemple n'est pas limitatif, et la methode de Tinvention 
est applicable au diagnostic prenatal de toute caract6rlstique foetale des 
lors que celle-ci peut etre identifi6e S partir d'une cellule foetale isolee. 
individualisee et caracterisee, selon les moyens decrits ci-dessus. 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : gel de polyacrylamide des produits d'amplification par PGR 
realis^e sur les cellules trophoblastiques obtenues par le 
proc§de de rinvention. Les diffSrents points numerotes 1 a 42 
repr^sentent : 

Pistes 1 a 21 : test de specif icite des amorces Y par I'amplification de TADN 
obtenu de 20 femmes (pistes 1 A 12 et 14 a 21) et d'un homme (piste 13, 
contrdle positif). Le test est negatif pour les Schantillons d'ADN de femmes» 
et positif pour TADN d'un homme. 

Pistes 22 d 42 : test PGR des amorces Y sur les cellules individuelles 
isolees du sang de mere portant un foetus de sexe masculin (pistes 23, 25, 
27. 29, 31.33, 34, 36 et 38). 

Le test des amorces Y est positif pour TADN des cellules foetales de sexe 
masculin des pistes 25. 29, 33, 36 et 38. 

Le test des amorces Y est negatif pour I'ADN des cellules maternelles 
pistes 23, 27, 31 et 34. 
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Pistes 22. 24, 26, 28. 30. 32, 35, 37 et 39 : Resultat des controles negatifs 
correspondant au tampon sans echantillon ins6r6 d I'etape de lyse des 
cellules et conduit jusqu'^i la fin du test. 

Pistes 41 et 42 : Resultat des controles positifs : Une cellule HuH6 (piste 
40), 5 ng et 2 ng d*ADN deriv6 de leucocytes du sang de 3 hommes (pistes 
41 et 42). 

M : Marqueur de poids mol6culaire (OX174 Haelll digere) 

Figure 2 : analyse en microscopie des caracteristiques morphologiques 
des cellules foetales circulantes isolees par ISET. 

A : Cellules polynucle^es syncitiotrophoblastiques 

B : Cellules mononucleees presentant une morphologie de 
cytotrophoblastes, observ^e sur un filtre. Deux pores vides sont 
visibles en haut de la photo. 

Figure 3 : gSnotypage d I'aide de marqueurs STR d'ADN parental et 
trophoblastique et d'ADN de cellules isolees du sang matemel 
et collectees individuellement apres filtration. 

Les electrophoretogrammes des produits amplifies obtenus d I'aide des 
amorces specifiques du marqueur STR (Short Tandem Repeat) D1 65301 8 
sont presentes. 

A : Le marqueur STR utilise dans ce cas ne permet pas de distinguer 
Torigine matemelle (M) ou paternelle (F) de rADN (6tat 
hdt^rozygote, alleles 250 pb et 262 pb). Cependant, I'ADN 
trophoblastique (T) pr^sente un 6tat homozygote pour un allele 
(250 pb) et un profil identlque est retrouv6 pour une cellule foetale 
(FC). Au contraire, une autre cellule microdissequSe (cellule 
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maternelle, MC) presente un profil clairement maternel (6tat 
h6t6rozygote). 

B : Dans cet exemple, le marqueur STR permet de distinguer I'origine 
paternelle ou maternelle des cellules. En effet, I'ADN trophoblastique 
(T) pr6sente un allele de 256 bp, aussi retrouve sur I'ADN maternel 
(M) ; en revanche. I'ADN patemel presente un allele different de 258 
bp. Les deux alleles, 256 bp et 258 bp, ont 6te d6tectes sur deux 
cellules microdissequ6es. demontrant ainsi leur origlne fcetale (FC). 

Exemple de mise en ceuvre de la methode de diagnostic prenatal sur 
cellules fcetales Isolees du sang maternel : application a la 
determination du sexe du foetus 

Resum6 de I'etude 

L'etude a porte sur 13 femmes, enceintes de 11 12 semaines. portent un 
foetus pr6sentant un risque de pathologie gen6tique (6 foetus de sexe 
masculin et 7 foetus de sexe feminin) et recrute avec leur consentement. 
Deux miliiiitres de sang pr6lev6 et r6cup6re dans un tampon EDTA ont 6te 
analyses. Le prelevement a ete realis6 avant tout protocole invasif et 
rechantillon de sang a 6te filtr6 au plus tard 4 heures apres son 
pr6l6vement. Le diagnostic du sexe du foetus (par I'analyse de TADN) a ete 
^tabli par prelevement de villosit^s choriales. 

A. Wlethodes 

Les echantillons de sang ont ete dilu6s 10 fois dans un tampon de filtration 
contenant 0.175% de saponine. 0,2% de parafonnaldehyde, 0.0372% 
d'EDTA et 0,1% de BSA. puis filtrees a Taide d'un filtre calibr6 de 
polycarbonate pr6sentant des pores calibres cylindriques de 8 pm de 
diametre. Les cellules retenues sur le filtr ont 6t6 regroup6es sur un spot 
circulaire de 0,6 cm de diametre. Apr^s coloration d I'^osine et d 



wo 02/088736 



28 



PCT/FR02/01505 



rhematoxyline. les spots ont ete analyses au microscope et una 
photographie de chaque cellule a ete prise ^ fort et faible agrandissement. 
La taille des cellules a et6 d6terminee a Taide du logiciel Adobe Photoshop, 
en prenant comme reference la taille de 8 pm des pores. Les photos 
permettent de retrouver les cellules au microscope Pixcell II Arcturus 
(Mountain View. CA). La figure 2 illustre I'analyse microscopique obtenue 
par cette methode. 

On a realise la microdissection de chaque cellule par capture au laser sans 
aucun traitement prealable du filtre. Afin de s'assurer qu^une seule cellule 
est collectee a chaque fois, on a pris des photographies du filtre avant et 
apres la microdissection et de la cellule microdissequee deposee sur la 
capsule (CapSure™ HS). La cellule a ensuite ete lysee dans 15 pi de 
tampon de lyse (100 mM Tris-HCI pH 8, 400 pg/ml proteinase K) pendant 
16 heures a ST^'C. Le lysat a ete collecte apres centrifugation et la 
proteinase K a ete inactiv6e ^ 90*^0 pendant 10 minutes. Apres une 
preampllfication par extension d'amorces (PEP) comme d6crit par Zhang et 
al. (voir plus haut), I'ADN a 6t6 pr6cipite a Tethanol et resuspendu dans 10 
|j| d'eau. Chaque ^chantillon a ensuite ^te teste, d'une part, avec les 
amorces HLA suivantes : 

5-GTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCAG-3' 

5'-CACGGATCCGGTAGCAGCGGTAGAGTT-3\ 

les amorces HLA permettant de tester rampllfiabilite de TADN (contrdle 
positif de Tamplification), et d'autre part, avec les amorces STR-specifiques 
suivantes : 

Marqueur D16S3018 

(sens) 5 -6-FAM-GGATAAACATAGAGCGACAGTTC-3' et. 
(anti-sens) 5'-AGACAGAGTCCCAGGCATT-3'; 

Marqueur D16S3031 



f 
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(sens) 5'-TET-ACTTACCACTGTGCCAGTTG-3' et. 
(antisens) 5'-ATACATGGGTCCTTAAACCG.3' ; 
Marqueur D16S539 

(sens) 5 -HEX-GATCCCAAGCTCTTCCTCTT-3' et. 
(antisens) 5 -ACGTTTGTGTGTGCATCTGT-3\ 

Les echantilions ont aussi ete testes avec les amorces specifiques du 
chromosome Y (amorces Y: Y1.7 et Y1.9 telles que decrites dans la 
reference 17). Les PGR ont ete mises en oeuvre sur un volume de melange 
reactionnel de 20 pi contenant 2 \}\ de produit PEP. 10 mM Tris-HCI, 50 mM 
KCI. 1,5 mM MgCb. 0,01% gelatine. 200 mM de chaque desoxynucleotide, 
20 picomoles de chaque amorce Y. HLA ou STR et 1 U de Taq polymerase 
(Perkin-Elmer Cetus. Emeryville. CA). Apr6s une 6tape de denaturation 
initiate ^ 94^*0 pendant 5 minutes, on a proc6d6 d 40 cycles d'amplification 
(94^*0 15 s, 60X 30 s, 72''C 30 s) puis d une §tape finale d'Slongation d 
72*^0 pendant 5 minutes dans un thermocydeur Perkin Elmer 9700. Des 
aliquots de 10 m' ci^ produits d'amplification ont §t6 analyses par 
electrophorese sur un gel de 2% d'agarose. 

Les resultats sont indiquSs sur la figure 1. Les conditions de PGR pour 
ramplification d Taide d'amorces specifiques du chromosome Y ont 6te 
etablies par ramplification de 5 ng d'ADN derive de leucocytes du sang de 
3 individus masculins puis par ramplification du produit d'ADN pr6-ampiifi§ 
de cellules HuH6 (d&riv6es d'un carcinome h^pato-cellulaire) filtr^es et 
microdissequees. Pour la PGR a Taide des amorces STR-sp6cifiques, 
apres une denaturation de i'ADN d 94''G pendant 5 minutes, on a proc^d^ 
a 40 cycles d'amplification (94"G 30". 54X 30". 72X 20") suivi d'une 
phase d'elongation d 72**G pendant 5 minutes. Deux microlitres du premier 
produit de PGR ont ete reamplifies en utilisant les mSmes conditions PGR. 
Un microlitre du produit PGR final a 6t6 m6lange dans 20 |il de formamide 
desionise et 0,4 ^1 de marqueur Genescan-500 TAMRA puis charge dans 
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un s6quenceur automatique ABI Prism 310. Les profils ont 6te analyses en 
utilisant le programme du logiciel Genescan (Perkin Elmer, Foster City. 
CA). L'allelotypage a ete realise par amplification, en utilisant les memes 
amorces STR. 1,5 ng d'ADN paternel derive de leucocyte du sang et/ou 
1 ,5 ng d'ADN maternel derive du sang maternel ou de leucocyte avant la 
grossesse et 1,5 ng d'ADN trophoblastique obtenu d'un prelevement de 
villosites chorioniques. 

Controle de la specificite 

La specificite des amorces Y a ete testee par ramplification de 10 ng 
d*ADN derive de leucocytes du sang de 20 femmes. Les precautions 
utilisees pour eviter toute contamination des produits de PGR ont ete 
decrites precedemment (18). De plus, un contrdle negatif (le tampon sans 
Techantillon) est intercal6 pour chaque 6chantillon a Tetape de lyse et 
analyse comme les autres echantillons jusqu'a la fin du test. Lors de la 
realisation de la microdissection, on a inclus au moins une microdissection 
d'un nouveau filtre (sans cellules) qui a ete menee en parallfele avec les 
echantillons et les contrdtes. On a repete ramplification avec les amorces 
specifiques du chromosome Y ou les amorces STR-specifiques sur les 
echantillons et les controles, n§gatifs et positifs, pour verifier la specificit6 
des resultats positifs. 

B. R6sultats 

La specificity des amorces Y pour ramplification de I'ADN obtenu de 20 
femmes a ete determinSe. Le test etait negatif pour des echantillons d'ADN 
de femmes, et positif pour TADN d'un homme comnrie contrdie positif, 
comme il apparait dans la figure 1 lorsque Ton compare les lignes 1 d 12, 
14 a 21 (femmes) ^ la ligne 13 (homme). 
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Un test preliminaire a ensuite 6t6 realist sur du sang de mere portant un 
foetus de sexe masculin. Les cellules retenues sur le fittre ont ete 
microdiss6quees et analysees a Taide des amorces sp6cifiques du 
chromosome Y et de HLA definies en partie A. Le test avec les amorces 
HLA etait positif pour toutes les cellules et le test avec les amorces Y etait 
positif pour la moitie de ces cellules. 

La figure 2 illustre le fait que sur les cellules r^v^l^es positives au test, les 
photographies prises de ces cellules sur le filtre r6velent deux types 
cellulaires presentant les caracteristiques morphologiques suivantes : 

- des cellules mononucle6es. de type cytotrophoblaste, d'un diametre 
compris entre 14,3 et 19,9 pm (valeur moyenne 16,9 +/- 2), un grand 
noyau avec de la chromatine condens6e et peu de cytoplasme, souvent 
avec quelques microvillosit^s & la surface des membranes, 

- des cellules polynucleees, de type syncytiotrophoblaste d'un plus grand 
diametre (gen6ralement autour de 44-47 pm). 

Vingt*trois cellules d'apparence morphologique « foetale » issues 
d'^charitilions de sang de femme portant un foetus de sexe masculin et 
vingt-six cellules provenant du foetus de sexe f§minin ont 6t6 ensuite 
analysees par microdissection et amplification de sequences du 
chromosome Y. Les resultats sont exprim^s dans le tableau 1 ci-apr^s. 



Tableau 1 



Meres 


Cellules 
collectees 


Cellules 
Y positives 


Cellules 
mononuclddes 
(Y positives) 


Cellules 
polynuciees 
(Y positives) 


Foetus 
masculin 






( 




1 


2 


2 


1 (1) 


1 (1) 


2 


3 


2 


3(2) 


0 


3 


8 


7 


6(5) 


2(2) 


4 


2 


1 


2(1) 


0 


5 


3 


1 


> 3(1) 


0 
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6 


5 


2 


5(2) 


0 


Total 


23 


15 


20 (12) 


3(3) 




Meres 


Cellules 
collectees 


Cellules 
Y positives 


oeiiuies 
mononucle§es 
(Y positives) 


polynucieees 
(Y positives) 


Foetus 
feminin 










7 


6 


0 


6 


0 


8 


3 


0 


1 


2 


9 


3 


0 


2 


1 


10 


2 


0 


1 


1 


11 


6 


0 


5 


1 


12 


3 


0 


3 


0 


13 


3 


0 


2 


1 


Total 


26 


0 


20 


6 



Le nombre de cellules Y positives est indiqu6 entre parentheses 

9 

Ce tableau dSmontre que le test avec les amorces HLA a ete positif sur 
toutes les cellules et le test avec les amorces Y a et6. positif sur 15 cellules. 



Afin de tester la specificity de ces rSsultats, les produits d'amplification Y 
ont 6te r6amplifi6s avec les mSmes amorces Y. Tous les centrales et les 
cellules negatives d la PGR ont donn6 un r^sultat nSgatif au test, tandis 
que les cellules positives ont donn6 un r^sultat positif, et une cellule 
faiblement positive (piste 34 de la figure 1) a donn^ une bande plus forte. 

Globalement, la determination de cellules d'origine fcetale a et6 prouvSe 
pour un nombre variable de cellules (de 1 d 7 cellules Y positives), isolees 
de 2 ml de sang. Cependant, dans cette etude, I'ensemble des cellules 
d'apparence morphologique « fcetale » n'a pas ete microdissSque. En se 
basant sur les donn^es morphologiques, une premiere rapide estimation 
porte leur nombre a environ 5 cellules par millilitre de sang. 
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La deuxieme partie du tableau indique les resultats d'analyse des cellules 
foetales de sexe feminin. On observe que le test a I'aide des amorces HLA 
est positif sur les 26 cellules analysees provenant d'un foetus de sexe 
feminin, alors que le test a I'aide des amorces specifiques du chromosome 
Y est negatif pour I'ensemble des cellules provenant d'un foetus de sexe 
feminin. Ces r6sultats demontrent que cette approche permet de detecter 
specifiquement des cellule foetales, sans Texistence de faux positifs, et peut 
etre notamment appropriee pour identifier le sexe. 

Pour quatre cas, TADN de sang paternel et/ou TADN de sang maternel 
(obtenu avant la grossesse) et TADN trophoblastique etaient disponibles. 
Ces echantillons d'ADN ont ete utilises pour identifier Torigine fcetale des 
cellules isolees de manldre independante de ridentification du sexe. En 
utilisant trois marqueurs STR et un cinqui§me de la preparation d'ADN pre- 
ampiifie. II a ^t^ ainsi possible de determiner Torigine foetale ou maternelle 
de 1 1 cellules microdissequSes isolees de mere portant un foetus de sexe 
masculin et aussi testees e I'aide des amorces specifiques du chromosome 
Y. Les resultats sont resumes dans le tableau 2 et la figure 3. 



Tableau 2 : 



Mdre 


Cellule 
unique 
collectee 


PCR 
Y specifique 


Genotypage sur cellule unique 
collectde 


Marqueur 
D16S539 


Marqueur 
D16S3018 


Marqueur 
D16S3031 


2 


2a 


+ 


FC 








2b 


+ 


FC 






3 


3a 


+ 




FC 






3b 


+ 




FC 






3c 








MC 




3d 


+ 






FC 


4 


4a 






MC 






4b 


+ 




FC 




6 


6a 








MC 




6b 








MC 




6c 








MC 



* : voir tableau 1 ; MC : cellule maternelle ; FC : profil cellule foetale 
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Genotvpaqe STR de cellules uniques isolees du san a maternel et 
collectees individuellement acres filtration 

Six cellules presentent un profil foetal en accord avec la detection positive 
du chromosome Y. et 5 cellules pr6sentent un profil maternel. en accord 
avec la detection negative du chromosome Y. 

Dans un cas (figure 3A), les marqueurs STR testes ne pemiettent pas de 
distinguer les alleles paternels (F) des alleles maternels (M) (heterozygote, 
250 et 262 pb), cependant TADN trophoblastique (T) presente un 6tat 
homozygote pour Tun des alleles (250 pb). Le meme profil (homozygote 
pour rallele 250 pb) a 6te d6tecte sur une cellule foetale (FC) isolee selon le 
precede de Tinvention. laquelle cellule etait positive au test de detection du 
chromosome Y. Au contraire. une autre cellule microdiss6quee. negative 
au test de detection du chromosome Y presente un profil clairement 
heterozygote (cellule maternelle, MC). 

Dans un autre cas (figure 3B). I'ADN trophoblastique (T) presente en plus ' 
de ralldle maternel (256 pb) aussi detecte ^ partir de TADN matemel (M), 
un allele paternel (258 pb). Ces deux alleles ont ete trouves sur les deux 
cellules microdissequees (FC), determinant ainsi leur origine foetale. 

Discussion 

Cette etude montre pour la premiere fois qu'il est possible de concentrer 
par filtration, les cellules foetales circulantes dans le sang maternel. Elle 
montre de plus que Tidentification des cellules foetales, independamment 
de identification du sexe g^netique, peut etre realis6e, par Tamplification 
PGR de marqueurs STR hautement polymorphes. L'impact clinique de la 
m^thode de detection de marqueurs STR depend en fait de la possibilite de 
combiner cette mdthode avec une approche particuli^rement efficace 
d'enrichissement en cellules foetales. Cette 6tude montre pour la premiere 
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fois qu'il St possible de combiner avec succes les deux approches. La 
technique de separation par la taille a deja ete decrite pour la separation de 
cellules tumorales circulantes dans le sang (Vona ef a/., voir plus haut). Les 
inventeurs ont maintenant montr6 qu'il 6tait possible de concentrer et 
d'analyser genetiquement les cellules foetales collectees apres leur 
concentration, ^ partir de seulement deux millilitres d*un echantillon de 
sang maternel. En combinaison avec la micro-dissection laser et la PGR 
sur cellule individuelle en utilisant des amorces specifiques du chromosome 
Y ou des amorces STR. cette approche a permis la demonstration de 
rorigine foetale des cellules collectees. En prenant en compte le nombre de 
cellules foetales circulantes dans le sang estime d una cellule par miililitre 
de sang, soit una cellule foetale pour 10 millions de leucocytes, 
renrichissement obtanu est d'un facteur d'environ 6.6 millions (une cellule 
foetale pour 1,5 cellules larges retenues sur le filtre). De plus, cette 
approche permet d'obtenir des informations morphologiquas sur las cellules 
foetales circulantes dans le sang. Des cellules mononucleees qui sont 
probablement das cellules de type cytotrophoblaste, et les cellules 
polynucl§§es qui sont les cellules syncytiotrophoblastiques ont et^ isolees. 
Ces deux types de cellules n'ont jamais 6t6 observes chez 22 donneurs de 
sang sains et 44 patients avec carcinome analyses selon la meme 
technique de separation et de microdissection (r^sultats non prdsent^s). 

En outre, les prog^niteurs lympho'ides ou mydloTdes foetaux persistent dans 
la circulation sanguine apres la grossesse, mais non les cellules 
trophoblastiques. Uavantage de Tanalyse des cellules trophoblastiques est 
done aussi qu'elle permet d'associer le resultat du test genetique de fafon 
certaine a la grossesse en cours. 

Un autre avantage de cette approche est la possibilite de realiser au moins 
5 analyses PGR d partir de TADN d'une seule cellule individuelle. Ceia 
donne ia possibility de realiser un test genetique sur les cellules dont 
I'origine foetale aura et^ prouv6e en parall§le par Tanalyse moleculaire. en 
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particulier par Tanalyse de marqueurs polymorphes STR. II est aussi 
possible de fonder le diagnostic sur la confrontation de resultats 
ind6pendants obtenus sur differentes cellules foetales individuelles isolees 
de prelevements repetes d'echantillon de sang. De manifere'interessante, 
on remarquera que le protocole FISH peut aussi etre applique avec succes 
a des cellules isolees selon la methode de filtration (9). Les autres 
avantages de la methode selon invention resident, d'une part, en sa 
sensibilite puisque pres de 100% des cellules foetales collectees sur la 
base de leur observation morphologique et analysees sont identifiees 
comme telles par le proc6de de Tinvention, et d'autre part, en sa specificite 
puisque, en particulier les cellules apoptotiques foetales et les cellules 
d'origine maternelle peuvent etre soustraites d {'analyse au vu de leurs 
caract^ristiques g^netiques et morphologiques. 

La methode de Tinvention propose done une nouvelle approche pour la 
realisation d'un diagnostic prenatal . prScoce, non-Invasive et 
particulierement sensible et spScifique. 
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REVENDICATIONS 

1. M6thode de diagnostic prenatal sur cellules fcetales isolees du sang 
maternel comprenant les etapes suivantes : 

a. la filtration d'un echantillon de sang maternel pur ou dilue. de 
fa?on a concentrer sur un filtre selon leur taille certaines cellules 
circulantes et en particulier des cellules d'origine foetale; 

b. Tanalyse des cellules retenues sur le filtre afin d'obtenir une 
prSsomption ou une identification de leur origine fcetale ou 
maternelle ; 

c. la demonstration de I'origine foetale de certaines cellules 
enrichies par analyse g6n§tique des cellules tsolSes 
indlviduellement ; et, 

d. la recherche d*anomalies genetiques cibl6e specifiquement aux 
g§nomes cellulaires analyses individuellement et dont I'origine 
foetale a et6 demontr6e. 

2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que Ton 
procede a ridentification de Torigine foetale ou maternelle des 
cellules a Tetape (c) par la recherche de marqueur(s) genetique(s) 
caracteristique(s) des cellules fcetales. 

3. M6thode selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2. 
caracterisee en ce que, des cellules retenues sur le filtre sont 
collect^es individuellement. 

4. Methode selon la revendicationS, caracterisee en ce que des cellules 
retenues sur le filtre sont collectees individuellement par 
microdissection. 
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5. Methode selon la revendication 4, caracterisee n ce que la 
microdissection consiste a decouper au laser la partie de la 
membrane filtrante sur laquelle est retenue une cellule ou a d6coller 
la cellule a Taide du laser puis a recuperer la cellule unique collectee 
dans un tube approprle. 

6. Methode selon la revendication 5. caracterisee en ce que I'^tape (d) 
est realisee sur le genome d'une cellule unique collectee. 

7. Methode selon la revendication 6. caracterisee en ce que ['analyse 
gen6tique sur le genome d'une cellule unique collectee permet 
(i) la demonstration de I'origine foetale ou matemelle de ladite cellule 
et (ii) la recherche d'anomalies gen6tiques ou chromosomiques du 
foetus ou d'un genotype particulier de ceiui-ci si Torigine foetale de 
ladite cellule est demontree. 

8. M6thode selon ia revendication 7. caracterisee en ce que la 
demonstration de Torigine foetale ou matemelle d'une cellule 
collectee. est realisee par Tidentification sur une preparation d'ADN 
derivee du genome de la cellule unique collectee d'un ou plusieurs 
marqueurs genetiques ou de polymorphisme. d'une combinaison de 
ces marqueurs ou d'un dosage allelique particulier de ces 
marqueurs, d^montrant la contribution bi-parentale a TADN foetal. 

9. Methode selon Tune des revendications 7 ou 8, caract6ris6e en ce 
que la recherche d'une anomalie genetique ou chromosomique du 
foetus ou d'un genotype particulier de celui-ci est realisee par 
identification d'une cible genetique sur une preparation d'ADN 
dSrivSe du genome de la cellule unique collectee. 

10. Methode selon Tune quelconque des revendications 7 a 9, 
caracterisee en ce que, prealablement S la demonstration de 
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I'origine foetale ou maternelle d'une cellule unique coll ct ' e et/ou a 
la recherche d'une anomalie genetique ou chromosomique du foetus 
ou d'un genotype particulier de celui-ci. ladite cellule collectee est 
lysee et I'ensemble de son genome est pre-annplifie et purifie de 
maniere a obtenir une preparation d'ADN pr6-amplifie derivee du 
genome d'une cellule unique collectee. 

11. Methode selon la revendication 10, caracterisee en ce que Ton 
precede d la demonstration de Torigine fcetale ou maternelle d'une 
cellule collectee puis a la recherche d'une anomalie genetique ou 
chromosomique du foetus ou d'un genotype particulier de celui-ci par 
Tamplification de marqueurs genetiques ou de polymorphisme ou 
d'une combinaison de ces marqueurs ou d'une ou plusieurs 
sequence(s) portant la ou les cible(s) genetique(s) recherchee(s), a 
partir de la preparation d'ADN pr^-amplifie derivee du genome de 
ladite cellule. 

12. Methode selon la revendication 11, caract6risee en ce que 
ramplification d'au moins un marqueur g6n§tique ou de 
polymorphisme ou d'au moins une sequence portant une cible 
genetique, est realisee d partir de moins d'un cinquieme de la 
preparation d'ADN pre-amplifi6. 

13. Methode selon Tune des revendications 1 1 ou 12, caracterisee en ce 
que Ton precede a la demonstration de Torigine fcetale ou matemeile 
d'une cellule collectee et/ou d la recherche d'une anomalie 
genetique ou chromosomique du foetus ou d'un genotype particulier 
de celui-ci par le sequengage des marqueurs ou cibles genetiques 
amplifies. 
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14. M6thod selon la revendication 10. caracteris6e en ce que Ton 
procfede ^ la demonstration de Torigine foetale ou maternelle d'une 
cellule collectee et/ou a la recherche d'une anomalie genetique ou 
chromosomique du foetus ou d'un genotype particulier de celui-ci par 
rhybridation de tout ou partie de la preparation d'ADN pre-amplifie 
avec des sondes d'ADN specifiques ou de type PNA (Peptide 
Nucleic Acid). 

15. Methode selon la revendication 14. caracterisee en ce que les 
sondes d'ADN sp6cifiques sont fixees sur un support formant une 
puce a ADN ou micro-reseaux ou macro-reseaux. 

16. M6thode selon Tune quelconque des revendications 9 a 15. 
caracteris6e en ce qu'au moins un marqueur de polymorphisme a 
identifier est un marqueur microsatellite. un marqueur VNTR 
(Variable Number of Tandem Repeats), un marqueur SNP (Single 
Nucleotide Polymorphism) ou un marqueur STR (Short Tandem 
Repeats). 

17. Methode selon Tune quelconque des revendications 9 a 16, 
caracterisee en ce que Ton precede a la demonstration de Torigine 
foetale ou maternelle d'une cellule collectee par la recherche d'un 
marqueur ou d'une combinaison de marqueurs ou d'un dosage 
all^lique de ces marqueurs se distinguant de ceux detectes sur le 
genome de cellules non maternelles, en particulier par ia recherche 
sur le genome de ladite cellule collectee. d'un marqueur ou d'une 
combinaison de marqueurs specifique de I'ADN de cellules 
paternelles. 

18. Methode selon la revendication 10, caracterisee en ce que Ton 
procede a la recherche d'une anomalie chromosomique par un 
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methode d'hybridation g6nomique comparative (CGH) d'une 
pr6paration d'ADN pre-amplifie derivee du genome d'une cellule 
unique collectee et dont rorigine fcetale est demontree, et d'une 
preparation d'ADN pre-amplifie de cellules d'origine maternelle ou de 
cellules de reference non foetales. 

19. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que Ton 
precede au diagnostic prenatal d'une anomalie chromosomique ou 
du sexe du foetus, par I'hybridation in situ d'une sonde specifique de 
I'anomalie chromosomique ou du sexe detecter, sur le genome des 
cellules retenues sur le filtre. 

20. Methode selon Tune quelconque des revendications 1 a 19, 
caracterisee en ce que r6chantillon de sang maternel filtre est issu 
d'un prelevement de sang effectu6 apres la Seme semaine de 
grossesse. 

21. M6thode selon I'une quelconque des revendications 1 a 20, 
caracterisee en ce que I'analyse genetique des cellules retenues sur 
le filtre est realisee a partir de la filtration de 1 a 10 ml de sang 
maternel preleve. 

22. Methode selon Tune quelconque des revendications 1 a 21, 
caracterisee en ce que I'echantillon de sang maternel preleve est 
dilue de 10 a 100 fois dans une solution de filtration. 

23. Mfethode selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que Ton procdde ^ la filtration de I'echantiilon de 
sang maternel pur ou dilue a I'aide d'un ftltre de porosite comprise 
entre 6 et 15 Mm, de preference des pores d'un diametre d'environ 
8 Mm. 
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24. Methode selon la revendication 23. caracterisee en ce que le filtre 
presente des pores d'un diametre d'environ 8 ym et une densit6 de 
pores comprise entre 5.10"* et 5.10^ pores/m^ . 

25. Methode selon Tune queiconque des revendications 1 a 24, 
caracterisee en ce que ie filtre est une membrane filtrante de 
polycarbonate dont la taille des pores est calibr^e. 

26. Utilisation d'un dispositif de filtration a Tobtention de cellules foetales 
presentes dans le sang maternel. et comprenant sur un bati : 

- un filtre poreux apte a retenir certaines cellules circulantes selon 
leur taille, monte entre deux dispositifs de serrage, 
respectivement en amont et en aval du sens de filtration et 
destine ^ Tetancheite de la filtration, 

- le bloc amont comprenant des moyens de stockage et/ou de pr6- 
traltement des echantillons ^ analyser. 

- le bloc aval comprenant des perforations en regard des moyens 
de decharge, 

- des moyens de filtration .forc6e. 

27. Utilisation selon la revendications 26 d*un dispositif de filtration de 
type ISET dans lequel la pression de filtration appliqu^e est 
comprise entre 0,05 bars et 0,8 bars, et de prdf^rence 0,1 bars. 

28. Utilisation selon Tune des revendications 26 ou 27, d'un dispositif de 
filtration de type ISET, d Tisolement de cellules foetales du sang 
maternel et comportant un filtre de porosit6 moyenne comprise entre 
6 pm et 15 pm. et de preference d'environ 8 pm. 
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29. Utilisation selon la revendication 28 d'un dispositif de typ ISET dans 
lequel le filtre presente des pores d*un diamfetre d'environ 8 pm et 
une densite de pores comprise entre 5.10"* et 5.10^. 



